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摘要 
二噁英类化合物（Dioxin-like compounds）是典型的持久性有机污染物，
它们对生物体具有强致癌、内分泌干扰、肝毒性、免疫毒性、皮肤毒性、生育障
碍等健康威胁，因此对它们的监控就显得极为重要。目前对二噁英类化合物的分
析方法多种多样，但总的来说可以把它们归结为仪器分析法和生物分析法。其中
仪器分析法样品前处理过程繁琐，检测周期长，检测成本昂贵，同时对检测人员
的技术要求也比较高，限制了该方法在环境监测中的应用。由于二噁英类化合物
具有相似的毒性机理，均能通过 AhR 信号通路影响 cyp1a1 基因的表达，因此我
们设计并构建 cyp1a1 启动子调控 GFP 基因的方式，获得稳转的 HepG2 细胞系与
转基因斑马鱼，尝试用体外和体内生物分析法对二噁英类化合物进行检测分析，
初步获得如下结论： 
1）在体外培养的细胞中，经改造的含有多个二噁英反应元件（Dioxin 
response elements，DRE）的 cyp1a1启动子的确可以增加 TCDD诱导的报告基因
的表达。 
2）以 GFP 作为报告基因构建的细胞系由于其背景荧光强度较高，只有在远
高于环境浓度的 TCDD 暴露下才显示出荧光强度的差异，因此该细胞系并不适合
环境中二噁英类化合物污染的检测。 
3）利用 TALEN技术成功获得了经改造的 cyp1a1启动子调控 GFP基因的转基
因斑马鱼。应用该转基因斑马鱼对 TCDD 进行初步检测的结果显示：该转基因斑
马鱼在 TCDD 暴露下，其荧光强度表现出较好的剂量效应和时间效应，而且检测
的灵敏度较高，为今后进一步筛选用于水体环境中二噁英类化合物污染水平监测
的转基因鱼提供了重要基础。 
 
关键字：二噁英类化合物；TALEN；稳定转染；CYP1A1启动子；GFP基因 
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Abstract 
Dioxin-like compounds (DLCs) are typical persistent organic pollutants that 
have a health threat to the organism with strong carcinogenic, endocrine disrupting, 
hepatotoxicity, immunotoxicity, skin toxicity, and fertility disorders, so monitoring 
them is extremely important. At present, there are many analytical methods of dioxin 
like compounds, but they can be summed up as instrumental analysis and biological 
analysis. Among them, the sample pretreatment process of instrument analysis is 
complicated, the detection cycle is long, the detection cost is high, and the technical 
requirements of the testing personnel are relatively high, which limits the application 
of the method in environmental monitoring. Because of the similar toxic mechanism 
of dioxin-like compounds, them can influence the expression of cyp1a1 gene through 
AhR signaling pathway. Therefore, we designed and constructed the cyp1a1 promoter 
to regulate GFP gene, and obtained stably transfected hepG2 cells line and transgenic 
zebrafish, Try to use in vitro and in vivo bioanalysis of dioxin-like compounds for 
detection and analysis. 
Preliminary results are as follows: 
1) In cultured cells in vitro, the modified cyp1a1 promoter, which contains 
multiple dioxin response elements (DRE), can indeed increase the expression of 
TCDD-induced reporter genes; 
2) Cell lines constructed with GFP as a reporter gene, because of their high 
background fluorescence intensity, can  show differences in fluorescence intensity  
only when treated with far higher concentrations than those in the environment, so the 
cell line is not suitable for Detection of dioxin in the environment; 
3) Transgenic zebrafish with GFP gene regulated by the modified cyp1a1 
promoter was successfully obtained by TALEN. The results of preliminary detection 
of TCDD using the transgenic zebrafish showed: The fluorescence intensity of the 
transgenic zebrafish showed a good dose effect and time effect under TCDD exposure, 
and the sensitivity of the test is high, which provides an important basis for the further 
screening of transgenic fish for further monitoring the level of dioxin-like compounds 
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in the water environment. 
 
Key Words: Dioxin-like compounds (DLCs); TALEN; Stable transfection; CYP1A1 
promoter; GFP gene 
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第一章 前言 
二噁英（Dioxin）[1]是由 1 个或者 2 个氧原子连接的苯环和 1-8 个不等的氯
原子组成的一大类有机化合物，即 135 种异构体多氯代二苯并呋喃
(Polychlorinated dibenzofurans，PCDFs)和 75 种异构体多氯代二苯并-对-二噁英
(Polychlorinated dibenzo-p-dioxin，PCDDs)。在这 210 种有机化合物中，含 4-8
个氯原子的一般才被公认为有毒，此外，17 种 2,3,7,8-氯取代的化合物对人类
和生物危害最严重，其中 2,3,7,8-四氯代二苯-并-对二噁英〔2，3，7，8-tetra chloro 
dibenzo-para-dioxin (2,3,7,8-TCDD)〕是迄今为止人类已知的毒性最强的污染物之
一，国际癌症研究中心已将其列为人类一级致癌物。另外，由于 209种异构体多
氯联苯 (Polychlorinated biphenyls ， PCBs)中的共平面多氯联苯 (Coplanar 
polychlorinated biphenyls，Co-PCBs)与二噁英具有相似的毒理性质与结构（图
1-1），通常把 PCDFs、PCDDs、Co-PCBs 这三类有机化合物统称为二噁英类化
合物（Dioxin-like compounds，DLCs）[2]。 
 
图 1-1 二噁英类化合物的相似化学结构 
Fig1-1 The chemical structure of Dioxin-like compounds (DLCs) 
 
1.1 二噁英类化合物的理化性质 
二噁英类化合物的理化性质随氯代的程度以及取代位置的不同而存在差异
（表 1-1），总的来说它们是一类非常稳定的、高熔点、高沸点的、亲脂性固体
化合物，其在常温下很稳定，当温度超过 750℃时易分解。此外，在自然环境中
能够发生非常缓慢的光化学降解与生物降解，并且在紫外光的照射下可以发生某
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些光化学反应并逐步降解。它们极难溶于水，可溶于大部分有机溶剂，所以二噁
英类化合物容易在生物体内积累并长期存在[3]。另外，从其结构方面来看，二噁
英类化合物在垂直与水平的两个方向都是对称结构，因此它们有稳定的化学性
质，不管是在酸性或是碱性条件下都比较稳定，而且在氧化还原作用下也不易发
生改变。 
 
表 1-1 PCDD/Fs、PCBs 的物理化学性质 
Table 1-1 physical and chemical properties of PCDD/Fs and PCBs 
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1.2 二噁英类化合物的来源与污染现状 
二噁英类化合物的来源非常的广泛，尽管工业生产从未有意要合成这类化合
物，主要由人类的生产生活所产生的。人类认识到它们危害的过程更是惨痛的，
比如：发生在 1949 年，美国的孟山都公司在西弗吉尼亚州发生卤代芳香烃化合
物意外泄漏，其中包括 TCDD 等二噁英类化合物，该意外事故导致当地居民患上
了氯痤疮、肝脏疾病、肿瘤、血液疾病等等[4]；在 1999 年，震惊世界的比利时
“毒鸡”事件，使得其卫生部和农业部部长相继被迫辞职，甚至最终导致内阁集
团解散；在 2001年，香港迪斯尼乐园工地土壤二噁英类化合物污染；2006年，
荷兰、比利时、德国的可食性猪产品二恶英类化合物含量被检测出超标等等事件
[5]，这频繁的二噁英污染和中毒事件让人类深刻地感受到对这类化合物研究和控
制的重要性。同时，我们也应该清楚，在很多国家或地区对二噁英类化合物检测
手段落后等原因，实际发生的二噁英类化合物污染的情况肯定比预想的还要严重
得多。然而，就当前的二噁英类化合物的排放源来说，呈现出来源的复杂且多样，
排放源数量巨大且难控等特点（图 1-2）。 
 
图 1-2 中国二噁英排放行业分布图 
Fig1-2 China dioxin emissions industry distribution map 
 
就全球二噁英类化合物污染情况来说，当前的形势始终是严峻的，通过
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WHO-UNEP组织对人奶中二噁英类化合物含量的研究数据显示(图 1-3)，全球都不
同程度地受到二噁英类化合物的污染[6]，其中比较严重的是俄罗斯、印度、埃及
等。尽管中国处于中度污染区，但我国还处于快速发展期，对工业对能源等的需
求是强烈的，要求我们对二噁英类化合物污染问题要高度重视。从表 1-3的数据
看出，2010年的香港市民每天膳食摄入的二噁英类化合物就多达 0.73（pg TEQ/kg 
bw/day）。不过值得我们庆幸的是，发现香港 2009年人奶中二噁英类化合物的含
量相对于 2002 年的已下降了 13%[7]。对于中国大陆,虽然在这方面的研究数据比
较有限，但是根据已有数据的外推分析，我们能够清楚二噁英类化合物在中国大
陆的污染情况仍然处于上升的趋势。另外，各个地区的二噁英类化合物的污染状
况的差异还是比较大的，这从表 1-2的数据来看，深圳和上海等这些特大型城市
相对于那些中小型城市来说，被污染的情况更为严重，这主要是因为这些特大型
城市人口密度高，能源消耗快，各种化工厂存在等原因，必然导致这些城市污染
更为严重，所以也就更加需要国家的管理控制。 
 
图 1-3 2000-2010 年间二噁英类化合物在全球主要的国家和地区的污染情况 
Fig1-3 Pollution of Dioxin-like compounds (DLCs) in major countries and 
regions during 2000-2010 
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表 1-2 国内不同省份市区的二噁英类化合物在食物中的含量情况 
Table1-2 Contents of Dioxin-like compounds (DLCs) in food in different 
provinces of China 
 
表 1-3 二噁英类化合物膳食摄入情况 
Table1-3 Dietary intake of Dioxin-like compounds (DLCs) 
 
 
国家/地区 时间 PCDD/Fs 
(pg WHO-TEQ g-1 lipid) 
PCBs 
(pg WHO-TEQ g-1 lipid) 
深圳[8] 
上海[9] 
福建[9] 
山西[9] 
四川[9] 
河北[9] 
辽宁[9] 
广西[9] 
2007-2009 
2007 
2007 
2007 
2007 
2007 
2007 
2007 
6.34 
6.65(5.68) 
3.05(2.70) 
3.99(3.40) 
4.17(3.35) 
5.57(5.12) 
2.80(2.21) 
3.36(2.86) 
4.35 
3.36(2.93) 
1.33(1.11) 
1.18(0.97) 
1.72(1.60) 
1.14(0.98) 
1.49(1.22) 
2.09(1.81) 
国家/地区 时间 摄入量 （pg TEQ/kg bw/day） 
瑞典[10] 
比利时[11] 
荷兰[12] 
法国[13] 
西班牙·加泰罗尼亚[14] 
西班牙·瓦伦西亚[15] 
日本·大阪[16] 
日本·东京[17] 
日本[18] 
中国·深圳[19] 
中国·香港[20] 
中国·台湾[21] 
2005 
2008 
2001-2004 
2006-2007 
2008 
2006-2008 
1999-2001 
1998-2003 
2002-2006 
2004-2006 
2010 
2003 
0.7 
0.72 
0.8 
0.57 
0.75 
2.86 
2.68 
1.55 
1.06 
1.36 
0.73 
1.49（男）/1.32（女） 
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1.3 二噁英类化合物的毒性效应与毒理机制 
1.3.1 毒性效应 
    二噁英类化合物对环境造成的污染以及对人类健康的危害已经受到大众的
极大关注，虽然该化合物被定性为强致癌物[22, 23]，但是其导致人类直接死亡的情
况并没有被出现。通过动物实验等研究发现二噁英类化合物的普遍毒性效应（表
1-4），主要是包含肝损伤、畸形、卟啉症、氯痤疮、体重减轻、胸腺萎缩、免疫
系统受损等等[24-28]。另外，二噁英类化合物对机体的毒性效应和其暴露的时间和
浓度有关，同时还和被暴露的动物的机体状态、种属等有关（表 1-5）。 
 
表 1-4 大鼠出现毒性效应的 TCDD 剂量（单位：ug/kg） 
Table1-4 TCDD dose of toxic effect in rats (Unit: ug/kg) 
症状 剂量 
卟啉症 
胸腺退化 
免疫毒性 
肝脏损伤 
肝脏 EROD诱导 
睾丸变化 
>10 
>1 
>1 
>1 
0.001-0.003 
>0.6 
 
表 1-5 TCDD 对不同动物的毒性 
Table1-5 Toxicity of TCDD to different animals 
动物种类 LD50值（ug/kg） 
C57BL/6J Mice[29] 
DBA/2J Mice[29] 
Long-Evans Rat[30] 
Wistar Han Rat[31] 
Japanese quail[32] 
Guinea pig[33] 
Hamster[33] 
1.1-16 
65-380 
10-20 
>10000 
8-12 
1-2 
>3000 
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